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ABSTRAK
Telah dilakukan penelitian yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan starter mikroba (Acetobacter aceti, Lactobacillus 
plantarum dan Saccharomyces cereviceae) serta pemerasan pulp terhadap fermentasi dan mutu biji kakao. Penelitian menggunakan 
metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial 3x5 dengan dua kali ulangan. Faktor pertama adalah fermentasi yaitu fermentasi 
biji kakao secara spontan (F1), Fermentasi biji kakao dengan penambahan A. aceti, L. plantarum dan S. cereviciae (F2), Fermentasi 
biji kakao dengan perlakuan pemerasan pulp serta penambahan A. aceti, L. plantarum dan S. cereviciae (F3). Sedangkan faktor kedua 
adalah lama fermentasi (H1, H2, H3, H4 dan H5). Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan starter meningkatkan konsentrasi 
etanol pada saat fermentasi dan meningkatkan kadar asam asetat, tetapi menurunkan konsentrasi asam oksalat pada biji kakao. 
Penambahan starter disertai pemerasan pulp menghasilkan biji kakao dengan kadar asam asetat sebesar 0,47%, sedangkan biji kakao 
tanpa pemerasan kadar asam asetat 0,49%. Penambahan starter disertai pemerasan pulp menghasilkan mutu biji kakao terbaik dengan 
)$+$)&4+"1&")'14F$D$"'F4+")/&P'1):+'%"0$"'/N"'F40$8'&4+&"%DD"'S>UW'2$+"'AMMH,'-/&/'*1")'S]:0:%D$%'-/&/'\H'14+&$'-4-4%/8"'E4+1#$+$&$%'
mutu SNI 2008 No. 2323 tentang biji kakao dengan rasio jumlah per berat biji sebanyak 88 biji/100g; nilai pH 4,93; kadar asam asetat 
0,47%, kadar lemak 34,90%, kadar air 4,47%, kadar serat kasar 3,66% dan kadar abu 4,82% dengan waktu fermentasi selama 5 hari.
Kata kunci : Acetobacter aceti, kakao, fermentasi, Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae
ABSTRACT
S Joni Munarso, Kun Tanti Dewandari, and Zahra Haifa. 2016. Effect of Starter Culture Addition and Depulping on The Fermentation 
and Quality of Cocoa Beans (Theobroma cacao L.). The aimed of this study was to investigate the effect of starter culture addition 
(Acetobacter aceti, Lactobacillus plantarum, and Saccharomyces cerevisiae) with depulping on the fermentation and quality of 
cocoa beans. The experimental design of this study was conducted using a 3×5 factorial Completely Randomized Design (CRD) with 
2/E0"Q$&4'+4E0"Q$&":%<'Y84'*+1&'7$Q&:+'5$1'74+-4%&$&":%'Q:%2"&":%'"%Q0/242'1E:%&$%4:/10#'74+-4%&42'Q:Q:$'F4$%1'SZ=H,'74+-4%&$&":%'
of cocoa beans with the addition of A. aceti, L. plantarum and S. cereviciae (F2), Fermented cocoa beans with depulping and addition 
of A. aceti, L. plantarum and S. Cereviciae (F3). The second factor was time of fermentation. The result revealed that starter addition 
increased ethanol concentration on the fermentation process, increased acetate acid, and citric acid concentratio, meanwhile oxalic acid 
decreased on cocoa beans during 5 days of fermentation. Depulping caused a slight decrease in acetic acid concentration at the end of 
fermentation with value of 0,47%, meanwhile the sample of cocoa beans without depulping treatment had acetic acid concentration of 
0,49%. Starter culture addition and depulping treatment resulted the best characteristic of cocoa beans which visualized by the largest 
$-:/%&1':7'Q/&'&41&'1Q:+4'S>UW':7'AMMH,'E8#1"Q$0'f/$0"&#'S]+$24'\H'$%2'Q:-E04&42'9J^'J:<'G>G>@GMMV'+4f/"+4-4%&1'5"&8'&:&$0'F4$%1a=MM'
D'+$&":':7'VV'F4$%1a=MMDi'EK'_$0/41':7'A,W>i'$Q4&"Q'$Q"2'Q:%Q4%&+$&":%1':7'M,AUT,'Q:%&4%&':7'7$&'=B,=GT,'-:"1&/+4'A,AUT,'Q+/24*F4+'
3,66% and total ash 4,82% after 5 days fermentation.


































































































































Pengaruh Penambahan Starter Mikroba serta Pemerasan Pulp terhadap Kondisi Fermentasi dan Mutu Biji Kakao 
(Theobroma cacao L) (S Joni Munarso et al)
PENDAHULUAN
Indonesia adalah negara produsen biji kakao 
(Theobroma cacao L.) terbesar ketiga di dunia setelah 
C$%&$"' ]$2"%D' 2$%' ]8$%$1 . Area dan produksi kakao 
di Indonesia terus mengalami peningkatan secara 
1"D%"*)$%'140$-$'0"-$'&$8/%'&4+$)8"+<'Y$8/%'GM=?,'$+4$0'
perkebunan kakao di Indonesia tercatat seluas 1.680.092 
ha yang tersebar di 33 provinsi dengan sentra produksi di 
Sulawesi Tengah, Sulawesi Selatan, Sulawesi Tenggara, 
Sumatera Barat, Aceh, Lampung, Nusa Tenggara Timur, 
dan Jawa Timur. Lebih dari 90% areal perkebunan kakao 
tersebut dikelola oleh rakyat2. Namun, peningkatan luas 
perkebunan kakao di Indonesia nyatanya tidak diiringi 
dengan peningkatan dalam hal produktivitas dan mutu 
biji kakao. Produktivitas kakao sebesar 900 kg/ha/tahun 
masih jauh di bawah potensi yang diharapkan yaitu 
sebesar 2000 kg/ha/tahun. Selain itu, biji kakao Indonesia 
sebagian besar (85 - 90%) diekspor dalam bentuk biji 
kering tanpa fermentasi dan bermutu rendah3.
!4%2$8%#$' -/&/' *1")' 2$%' 7$)&:+' Q"&$' +$1$' E$2$'
biji kakao disebabkan oleh biji yang diolah tanpa 
melalui tahapan fermentasi yang memadai. Selain itu, 
keberadaan biji hampa, biji berjamur, biji rusak oleh 
serangga, dan kandungan non-kakao seperti debris 
hasil samping pengolahan biji merupakan penyebab 
+4%2$8%#$' -/&/' *1")' F"N"' )$)$:4. Lemahnya cita rasa 
kakao berkaitan dengan tingginya tingkat keasaman biji 
kakao yang disebabkan oleh pembentukan asam organik 
hasil fermentasi pulp yang berlebih dan terakumulasi 
dalam biji. Hal tersebut menimbulkan citra yang kurang 
baik terhadap biji kakao asal Asia Tenggara, termasuk 
Indonesia di kalangan industri cokelat internasional. 
Oleh karena itu, pemasaran biji kakao produksi dalam 
negeri di pasar dunia masih mengalami hambatan5. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 
penambahan starter mikroba (Acetobacter aceti, 
Lactobacillus plantarum dan Saccharomyces cereviceae) 




Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah biji kakao segar yang didapatkan dari perkebunan 
kakao petani binaan Dinas Pertanian Kabupaten Madiun, 
Jawa Timur. Bahan kimia yang digunakan dalam 
penelitian adalah alkohol 96%, larutan heksana, asam 
sulfat 1,25%, dan natrium hidroksida 3,25%, Plate 
Count Agar, de Man Rogosa Sharpe Agar, de Man 
Rogosa Sharpe Broth, Potato Dextrose Agar, Pepton 
Bacto Agar, Kalsium karbonat, Medium starter mikroba 
yang terdiri dari: glukosa, fruktosa, sukrosa, asam 
sitrat. Peralatan untuk proses dan analisa meliputi oven 
incubator, autoklaf, [&4( X*+05&/0,+&#' S]LH,' KCcL'
(High Performance Liquid Chromatograph), pH meter. 
Metode Penelitian
Pembuatan Medium Starter Mikroba
Pembuatan medium starter mikroba mengacu pada 
komposisi alami pulp yakni fruktosa, laktosa, glukosa 
dan asam sitrat. Perbandingan yang digunakan adalah 
fruktosa: sukrosa: glukosa: asam sitrat sebanyak 62 : 
32 : 41 : 22,5 mg/kg biji kakao dilarutkan dalam 50 ml 
akuades7.
1. Perhitungan jumlah starter mikroba
Perhitungan Starter A. aceti FNCC (Food and Nutrition 
Culture Collection) 3049
Sebanyak 1 ml starter diencerkan dengan 9 ml 
peptone water 0,1% kemudian divorteks selama 2 menit. 
Dilakukan pengenceran bertingkat dengan 3 kali ulangan 
/%&/)' 2""%:)/0$1")$%' E$2$' -42"/-' ]uL\' SGlucose 
Yeast Carbonat Agar) dalam cawan petri. Medium 
]uL\' 2"Q$-E/+'-4+$&$' 24%D$%'-4%DD4+$))$%' Q$5$%'
petri kedepan, belakang dan memutar pada permukaan 
datar. Setelah medium membeku, cawan petri disusun 
terbalik dan diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 
37oC selama 24 jam. Koloni yang terbentuk pada 30 
cawan petri dengan jumlah sebanyak 25-250 koloni 
dicatat hasilnya pada setiap tingkat pengenceran.
Perhitungan Starter L. plantarum FNCC 0625
Sebanyak 1 ml starter diencerkan dengan 9 ml 
peptone water 0,1% kemudian divorteks selama 2 menit. 
Dilakukan pengenceran bertingkat untuk diinokulasikan 
pada medium MRSA (de Man’s Rugosa Stuck Agar) 
dalam cawan petri. Medium MRSA dicampur merata 
dengan menggerakan cawan petri kedepan, belakang 
dan memutar pada permukaan datar. Setelah medium 
membeku, cawan petri disusun terbalik dan diinkubasi 
di dalam inkubator dengan suhu 37oC selama 24 jam. 
Koloni yang terbentuk pada cawan petri dengan jumlah 
sebanyak 25-250 koloni dicatat hasilnya pada setiap 
tingkat pengenceran.
Perhitungan Starter S. cerevisiae FNCC (Food and 
Nutrition Culture Collection) 0016
Sebanyak 1 ml starter diencerkan dengan 9 ml 
peptone water 0,1% kemudian divorteks selama 2 menit. 
Dilakukan pengenceran bertingkat dari sampel dengan 
3 kali ulangan untuk diinokulasikan pada medium 
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dalam cawan petri. Medium PDA dicampur merata 
dengan menggerakan cawan petri kedepan, belakang 
dan memutar pada permukaan datar. Setelah medium 
membeku, cawan petri disusun terbalik dan diinkubasi 
pada suhu 37oC selama 24 jam. Koloni yang terbentuk 
pada cawan petri dengan jumlah sebanyak 25-250 koloni 
dicatat hasilnya pada setiap tingkat pengenceran.
2. Fermentasi kakao
Buah kakao yang telah dipanen, dikemas dalam 
karung dan diperam selama 7 hari pada suhu ruang 
(28oC) untuk menyeragamkan kematangan buah. Setelah 
diperam, buah kakao dipecahkan lalu dipisahkan antara 
kulit buah dan bijinya. Lapisan pulp dikurangi antara 
30-40 % dari berat biji awal dengan menggosokkan 
permukaan biji menggunakan serbuk kayu secara manual 
kemudian biji dibilas dengan air. Biji kakao sebanyak 
±5 kg dimasukkan ke dalam wadah fermentasi berupa 
keranjang bambu. Penambahan starter S. cerevisiae 
dilakukan pada waktu fermentasi ke-0, sedangkan 
L. plantarum dan A. aceti ditambahkan pada waktu 
fermentasi ke-24 jam. Penambahan starter dimaksudkan 
untuk mempersingkat waktu fermentasi dengan cara 
menghilangkan fase lag pada substrat fermentasi 
karena sebelumnya kultur mikroorganisme tersebut 
telah dibiakkan pada medium pertumbuhan, sehingga 
mikroorganisme tersebut telah melakukan adaptasi 
sebelum tumbuh dalam media fermentasi. Teknik 
pengolahan kakao menggunakan metode Sime-Cadbury 
(menggunakan kotak atau keranjang fermentasi) selama 
5 hari6. Setelah ditambahkan starter, biji kakao kemudian 
diaduk dan ditutup dengan daun pisang untuk menjaga 
kestabilan suhu dalam tumpukan biji dan mencegah 
kekeringan pada permukaan tumpukan biji. Pengamatan 
terhadap fermentasi kakao dilakukan setiap 24 jam 
selama 5 hari berturut-turut terhadap pH, kadar alkohol, 
dan suhu fermentasi. Biji kemudian dikeringkan dengan 
sinar matahari selama 4 hari kemudian dilakukan analisis 
secara kimiawi meliputi kadar air, kadar lemak, dan 
kadar serat kasar biji kakao kering. 
Analisis Statistik
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan 
rancangan acak lengkap (RAL) faktorial dan dievaluasi 
menggunakan ANOVA dan dilanjutkan uji Duncan pada 
n'v'BT<'Y4+2$E$&'2/$'7$)&:+'#$%D'2"D/%$)$%'#$"&/'N4%"1'
perlakuan terhadap biji kakao saat fermentasi, yaitu: 
fermentasi biji kakao secara spontan (F1), fermentasi biji 
kakao dengan penambahan A. aceti, L.plantarum dan S. 
cerevisiae (F2), fermentasi biji kakao dengan pemerasan 
pulp serta penambahan A. aceti, L. plantarum dan S. 
cerevisiae (F3) serta faktor kedua adalah lama fermentasi 
yakni dimulai dari hari pertama (H1), kedua (H2), ketiga 
(H3), keempat (H4), dan hari kelima (H5).
HASIL DAN PEMBAHASAN
Konsentrasi Starter Fermentasi Kakao
Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa 
Acetobacter aceti FNCC 0016 memiliki konsentrasi 
3,65 x 107, Lactobacillus plantarum FNCC 0625 4 x 107 
dan Saccharomyces cerevisiae FNCC 3049 5,11 x 107. 
Konsentrasi starter pada penelitian ini yaitu sebanyak 107 
CFU/ml/kg kakao diduga cukup untuk membuat proses 
fermentasi kakao dapat berlangsung dengan segera setelah 
inokulasi starter dilakukan. Penambahan starter mikroba 
tersebut diberikan berdasarkan jumlah total mikroba 
tersebut pada saat fase logaritmik selama fermentasi 
alami. Populasi mikroorganisme saat fase logaritmik 
mikroorganisme pada fementasi kakao bervariasi antara 
107-109. Populasi mikroorganisme sebanyak 103 dapat 
menginisiasi proses fermentasi kakao7,8.
Perubahan Suhu selama fermentasi biji kakao
Hasil pengukuran suhu dari tiga variasi perlakuan 
menunjukkan suhu awal fermentasi kakao berkisar 
28-34°C. Secara umum suhu tumpukan biji kakao 
saat fermentasi cenderung meningkat dan mencapai 
maksimum setelah hari kedua kemudian turun di hari 
keempat hingga akhir fermentasi (hari kelima). Fermentasi 
spontan (F1) yakni fermentasi alami tanpa penambahan 
starter dan tanpa pemerasan pulp menghasilkan suhu 
fermentasi tertinggi yaitu 36°C. Fermentasi spontan 
(F1) dan fermentasi dengan starter (F2) mencapai suhu 
maksimum setelah hari ketiga. Fermentasi kakao dengan 
starter disertai pemerasan pulp (F3) lebih cepat mencapai 
suhu maksimum yaitu 35,5°C. Pemerasan pulp sebelum 
fermentasi menyebabkan peningkatan aerasi yang lebih 
tinggi pada massa fermentasi dibandingkan dengan 
perlakuan tanpa pemerasan pulp'S]$-F$+'=H<'
Suhu optimum yang diperlukan dalam fermentasi 
kakao bervariasi antara 45-48°C untuk maksimum 50 kg 
biji kakao agar didapatkan kualitas biji kakao fermentasi 
yang baik9. Akan tetapi, suhu maksimum pada penelitian 
diperoleh dibawah 40°C yakni 32,3-36°C, diduga 
karena massa dan volume substrat yang kurang sesuai 
yakni hanya ±5 kg per kotak. Produksi panas dalam 
proses fermentasi berbanding lurus dengan berat basah 
tumpukan biji. Hal tersebut terkait dengan kemampuan 
massa fermentasi untuk menghasilkan panas yang cukup, 
sehingga semakin banyak biji yang difermentasi maka 
produksi panas yang dihasikan juga semakin tinggi. 
Sampel kakao dengan total volume pulp dan testa yang 
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Adanya variasi suhu pada proses fermentasi kakao 
berkaitan dengan aerasi terhadap massa fermentasi. Proses 
oksidasi yang dilakukan mikroorganisme menyebabkan 
suhu fermentasi berangsur naik dan dapat mencapai suhu 
maksimum setelah hari ketiga10. Peningkatan suhu pada 
hari pertama dan kedua fermentasi kakao disebabkan 
konversi glukosa dan fruktosa menjadi etanol oleh khamir 
yang membebaskan panas pada massa kakao11. Selain itu, 
tingkat aerasi dan proses pembalikan turut memengaruhi 
kecepatan perubahan suhu selama fermentasi biji kakao. 
Selain berpengaruh pada pembentukan panas, proses 
aerasi pada saat fermentasi akan meningkatkan jumlah 
biji kakao terfermentasi dengan nilai uji belah yang lebih 
besar6. Aerasi menyebabkan kenaikan suhu yang tajam 
saat fermentasi, sedangkan lambatnya kenaikan suhu pada 
fermentasi kakao disebabkan oleh rendahnya kandungan 
oksigen pada pulp. Kandungan oksigen dalam substrat 
mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme. Setiap 
mikroorganisme memiliki kebutuhan oksigen yang 
berbeda untuk pertumbuhannya, khamir S.cerevisiae 
yang tumbuh dengan baik pada lingkungan dengan 
keadaan aerobik, namun akan melakukan fermentasi 
terhadap gula jauh lebih cepat pada keadaan anaerobik12.
 
Perubahan pH selama fermentasi biji kakao
Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan 
penambahan starter dan pemerasan pulp tidak 
berpengaruh terhadap perubahan nilai pH pada biji kakao 
selama fermentasi. Hasil rata-rata pengukuran pH selama 
fermentasi biji kakao menunjukkan bahwa nilai pH pada 
setiap perlakuan cenderung mengalami peningkatan 
dari 3,58-4,15 pada awal fermentasi menjadi 4,24-
4,93 hingga akhir fermentasi. Sampel biji kakao kering 
dengan perlakuan penambahan starter dan pemerasan 
pulp (F3) menghasilkan nilai pH 4,93 sedangkan sampel 
biji kakao tanpa pemerasan pulp (F1 dan F2) memberikan 
nilai pH akhir sedikit lebih rendah (4,24 dan 4,87) 
walaupun nilai pH tertinggi diperoleh pada biji kakao 
dengan penambahan starter disertai pemerasan pulp (F3) 
memiliki nilai pH akhir paling tinggi, namun dihasilkan 
nilai pH yang tidak jauh berbeda pada setiap perlakuan.
Nilai pH awal biji kakao sebelum fermentasi 
adalah 3,16-3,30, karena kandungan asam sitrat yang 
terdapat dalam biji. Terurainya pulp selama fermentasi 
kakao diduga turut menurunkan kadar asam sitrat, 
sehingga menyebabkan peningkatan pH. Biji kakao yang 
difermentasi dengan baik memiliki nilai pH sekitar 4,75-
5,1913. Biji kakao dengan nilai pH paling mendekati 5 
adalah biji kakao dengan perlakuan penambahan starter 
dan pemerasan pulp (F3), sehingga disimpulkan bahwa 
perlakuan tersebut memberikan nilai pH akhir yang lebih 
baik dibandingkan dua perlakuan lainnya (F1 dan F2). 
]$-F$+'=<'C4+/F$8$%'1/8/'140$-$'74+-4%&$1"'
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]$-F$+'G<'C4+/F$8$%'EK'140$-$'E+:141'74+-4%&$1"
Figure 2. pH changes during fermentation
Rendahnya nilai pH biji berkaitan dengan tingkat 
keasaman tinggi pada biji kakao yang kurang disukai. 
Nilai pH akhir biji kakao dengan nilai terendah adalah 
perlakuan penambahan starter tanpa pemerasan pulp 
(F2). Lambatnya peningkatan nilai pH pada perlakuan 
tersebut diduga disebabkan oleh produksi asam organik 
yang lebih banyak dihasilkan dari pulp akibat aktivitas 
enzim sukrase14 dan sitrat liase15 oleh mikroba, yang 
kemudian berdifusi kedalam keping biji, sehingga 
membuat pH lebih rendah terutama pada awal fermentasi 
kakao berlangsung. Jumlah asam yang mencukupi 
diperlukan saat fermentasi, sehingga menghasilkan biji 
24%D$%'%"0$"'EK'sB,M'$D$+'-4-E/%#$"'Q"&$'+$1$'&4+F$")16. 
.:%2"1"':E&"-/-'74+-4%&$1"')$)$:'&4+N$2"'1$$&'$1"2"*)$1"'
biji pada pH 5,0-5,517. Selama fermentasi, laju difusi 
asam organik ke dalam kotiledon, waktu tercapainya pH 
optimum dan nilai pH akhir penting dalam pembentukan 
`$_:+':E&"-$0'E$2$')$)$:18. 
Perubahan kadar alkohol selama fermentasi
Penambahan starter terbukti dapat meningkatkan 
kadar etanol 19. Hasil penelitian menunjukkan fermentasi 
kakao meningkatkan kadar etanol hingga tiga kali lipat 
(0,87%-1,01%), dibandingkan fermentasi kakao secara 
spontan (F1) yang menghasilkan kadar etanol terendah 
yakni 0,3%. Kadar etanol tertinggi diperoleh pada 
perlakuan fermentasi kakao dengan penambahan starter 
tanpa pemerasan pulp (F2) yakni mencapai 1,01%, 
sedangkan perlakuan penambahan starter dan pemerasan 
pulp (F3) menghasilkan kadar etanol sebesar 0,87%. 
Kadar etanol pada sampel biji kakao dengan penambahan 
starter mengalami penurunan sebesar 0,8% pada hari 
ketiga fermentasi. Hal ini diduga karena etanol tersebut 
telah mengalami oksidasi lebih lanjut dan menguap 
saat fermentasi sehingga kadar alkohol yang terdapat 
pada biji kakao berkurang. Berdasarkan uji ANOVA 
menunjukkan bahwa perlakuan fermentasi dan  lama 
fermentasi memberikan pengaruh yang nyata terhadap 
kadar alkohol selama fermentasi (Tabel 1). 
Tabel 1. Hasil analisa kadar alkohol selama fermentasi 
Table 1. Alcohol content during fermentation
Kadar alkohol (%)/
Alcohol content (%)
Perlakuan Fermentasi/ Lama fermentasi  (hari)/
Fermentation Treatment Fermentasi (days)
1 2 3 4 5
Fermentasi spontan/
Spontaneous fermentation 0,14 a 0,12 a 0,15 a 0,30 ab 0,25 ab
Fermentasi dengan starter/
Fermentation with starter 0,22 ab 0,54 cd 0,23 ab 0,64 d 0,34 b
Fermentasi starter dengan pemerasan pulp/
Fermentation with starter and depulping 0,24 ab 0,86 e 0,24 ab 0,21 ab 0,39 bc
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Kecepatan tercapainya konsentrasi maksimum 
etanol dalam fermentasi kakao diperlukan untuk 
mempercepat proses kematian biji dan menghentikan 
germinasi biji kakao. Produksi panas yang dihasilkan saat 
reaksi pembentukan etanol akan merusak struktur dinding 
sel pada biji sehingga memudahkan difusi berbagai 
zat ke dalam maupun ke luar biji. Salah satu strain 
mikroorganisme pada starter yang turut menghasilkan 
etanol pada fermentasi kakao adalah L. plantarum FNCC 
0625. Penambahan strain mikroorganisme tersebut 
diduga dapat memicu peningkatan laju pertumbuhan 
bakteri asam laktat heterofermentatif saat fermentasi 
kakao berlangsung, sehingga etanol yang dihasilkan 
selama fermentasi kakao tidak hanya dihasilkan oleh 
khamir15. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar 
etanol yang dihasilkan pada fermentasi kakao secara 
spontan adalah sebesar 0,2% pada hari ketiga fermentasi, 
sedangkan pada fermentasi kakao dengan penambahan 
strater mikroba menghasilkan kadar etanol sebesar 
0,9%. Peningkatan jumlah etanol pada saat fermentasi 
berpengaruh terhadap peningkatan kadar asam organik 
yang terdapat pada biji kakao kering20,21.
Mutu Biji Kakao Kering Pasca Fermentasi
Kadar Air
Kadar air biji kakao kering diperoleh akibat 
pengeringan pada suhu 60°C. Waktu pengeringan yang 
dibutuhkan untuk mencapai kadar air dibawah 7,5% 
pada suhu tersebut adalah 20 jam dengan menggunakan 
oven yang dilengkapi blower dan menghasilkan kadar air 
dengan kisaran 4,42%-5,91% (Tabel 4). 
 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa biji kakao 
menghasilkan kadar air sesuai syarat SNI kakao yakni 
U,BT<' .$2$+' $"+' &4+4%2$8' 2"2$E$&"' E$2$' F"N"' )$)$:'
fermentasi dengan penambahan starter disertai pemerasan 
pulp (F3) yakni 4,47%, disusul oleh biji kakao fermentasi 
dengan penambahan starter (F2) yakni 4,69%. Perlakuan 
pemerasan pulp sebelum fermentasi kakao diduga secara 
tidak langsung akan mengurangi kadar air pada biji 
disebabkan air merupakan komponen utama penyusun 
pulp, sehingga kadar air biji menjadi lebih rendah 
sebelum fermentasi dimulai. Proses pengeringan akan 
membantu terbentuknya rongga dalam kotiledon pada 
biji kakao yang difermentasi sebagai jalan keluarnya 
air selama pengeringan berlangsung. Rongga tersebut 
terbentuk karena biji kakao fermentasi memiliki jaringan 
luar dan dalam biji yang tidak stabil. Sebaliknya pada 
biji yang tidak difermentasi kondisi kulit biji akan lebih 
kuat menahan tekanan udara dari luar. Akibatnya rongga 
pada biji tidak terbentuk dan menyebabkan air lebih sulit 
untuk menguap selama proses pengeringan22.
Uji belah biji kakao kering hasil fermentasi
Hasil pengamatan menunjukkan bahwa semakin 
lama waktu fermentasi maka warna cokelat biji kakao 
makin dominan yang berarti proses fermentasi telah 
selesai. Nilai uji belah hasil perlakuan dapat dilihat pada 




Tabel 2. Hasil uji belah biji kakao hasil fermentasi
Table 2. Cut test of fermented cocoa  bean




Colour of cocoa bean












Full brown Slaty Moldy bean
Fermentasi spontan/
Spontaneous fermentation 0 13 74 74 0 0 361
Fermentasi dengan starter/
Fermentation with starter 0 10 26 64 0 0 354
Fermentasi starter dengan 
pemerasan pulp/
Fermentation with starter 
and depulping 
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 Figure 3. Cut test standard of cocoa bean
 Rentang penilaian skor biji kakao adalah 1 sampai 
4 tergantung pada intensitas warna cokelat yang terdapat 
pada permukaan biji kakao. Nilai uji belah berkisar 
100 untuk semua biji berwana ungu sampai 400 untuk 
semua biji berwarna cokelat penuh. Derajat fermentasi 
yang tinggi mengindikasikan bahwa fermentasi kakao 
berlangsung dengan baik. Selama fermentasi, warna 
keping biji kakao mengalami peningkatan intensitas 
warna kakao yang ditandai dengan berkurangnya warna 
ungu pada biji menjadi warna cokelat hingga proses 
fermentasi berakhir23. Warna ungu pada biji kakao 
diberikan oleh pigmen antosianin, selama fermentasi 
antosianin dihidrolisis secara enzimatis menjadi 
antosianidin, selanjutnya mengalami polimerisasi 
dengan katekin menjadi leukosianidin. Setelah itu pada 
proses pengeringan, leukosianidin dan epikatekin akan 
-4-F4%&/)' `$_:%:"2' ):-E04)1<' Z0$_:%:"2' ):-E04)1'
merupakan pigmen warna cokelat pada biji kakao1. 
Mutu kimia biji kakao kering 
Secara umum proses fermentasi meningkatkan 
mutu kimia biji kakao menjadi lebih baik dibandingkan 
fermentasi spontan, terutama dengan perlakuan 
penambahan starter dan pemerasan pulp (Tabel 3). Nilai 
tersebut sudah sesuai dengan standard dan persyaratan 
mutu kimia industri kakao (Tabel 4).
Parameter kimia (%)/ Fermentasi spontan/ Fermentasi dengan starter/ Fermentasi starter dengan 
pemerasan pulp/
Chemical parameter (%) Spontaneous fermentation Fermentation with starter Fermentation with starter and 
depulping
Kadar abu/
Ash content 2,22 3,81 4,82
Kadar serat/
Fiber 1,75 2,52 3,66
Kadar lemak/
Fat content 28,41 33,23 34,90
Kadar asam asetat/
Asetat acid 0,28 0,49 0,47
 
 
 Keterangan :  
Remarks : 
A:  Sepia gelap (No. 175)                         C: Magenta gelap (No. 125) 
      Dark sephia (Number 175                       Dark magenta (Number 125) 
B:  Ungu (No. 194)                                   D: Merah indian (No. 192) 
     Purple (Number 194)                               Indian red (Number 192)                                                       
E: Cokelat walnut (No. 177) 
    Walnut brown (Number 177) 
 
Tabel 3. Mutu kimia biji kakao kering



































































































































Pengaruh Penambahan Starter Mikroba serta Pemerasan Pulp terhadap Kondisi Fermentasi dan Mutu Biji Kakao 
(Theobroma cacao L) (S Joni Munarso et al)
Tabel 4. Persyaratan mutu kimia industri biji kakao
Table 4. Chemical industrial quality of cocoa bean
Parameter/ Kadar (%)/ Sumber/
Parameter Content (%) Source
Kadar air/ SNI No. 2323-2008 tentang biji kakao
Water content 'U,B SNI No 2323- 2008 about cocoa bean
Kadar lemak/
Fat content 10-22 Code of Federal Regulations 2009
Kadar abu/
Ash content 4,2 ICCO 2012
Kadar serat kasar/
Fiber 3,2 ICCO 2012
Kadar lemak mengalami peningkatan akibat 
perlakuan. Selama fermentasi terjadi pembentukan lemak 
yang dilakukan oleh bakteri alami yang terdapat dalam 
pulp biji. Dengan adanya interaksi antara isolat khamir 
yang ditambahkan selama fermentasi dan aktivitas 
bakteri alami, yang terdapat dalam pulp biji akan lebih 
meningkatkan kadar lemak biji kakao.
Kadar Abu
Hasil penelitian menunjukkan kadar total abu biji 
kakao dengan perlakuan fermentasi dengan pemerasan 
pulp dan penambahan starter (F3) memiliki kadar abu 
Tabel 5. Kadar abu biji kakao fermentasi
Table 5. Ash content of  fermented cocoa bean
Kadar abu (%)/
Ash content (%)
Perlakuan Fermentasi/ Lama fermentasi  (hari)/
Fermentation Treatment Fermentasi (days)
1 2 3 4 5
Fermentasi spontan/
Spontaneous fermentation 1,67 ab 1,00 a 1,29 ab 0,93 a 2,22 b
Fermentasi dengan starter/
Fermentation with starter 4,58 c 4,00 c 3,70 c 4,15 c 3,81 c
Fermentasi starter dengan pemerasan pulp/
Fermentation with starter and depulping 4,54 c 4,17 c 3,94 c 4,20 c 4,82 c
            Keterangan : angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5 % 
((((((((((((O-5&+S4(R()358-+4(1-4%,)&/-1(87(4&5-(('-//-+4(&+-()0/(4%,)%#$&)/'7(1%""-+-)/(&/(\]NW(
paling tinggi (4,82%) sedangkan biji kakao dengan 
kandungan kadar abu terendah diamati pada perlakuan 
biji kakao tanpa fermentasi (1,99%). 
Dari hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa 
perlakuan pemberian starter dan pemerasan pulp 
berpengaruh terhadap kadar abu. Kadar abu biji kakao 
kering selama fermentasi cenderung menurun seiring 
meningkatnya waktu fermentasi. Penurunan kadar abu 
disebabkan oleh pengeluaran senyawa anorganik seperti 
mineral dan air dalam biji kakao selama fermentasi 
kakao berlangsung24. Jenis mineral yang terdapat pada 
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Kadar serat kasar
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kandungan 
serat kasar biji kakao cenderung mengalami penurunan 
seiring bertambahnya waktu fermentasi. Kadar serat 
kasar pada biji kakao dengan fermentasi spontan (F1) 
sebesar 1,75%,  dengan penambahan starter (F2) sebesar 
2,52%, dengan penambahan starter dan pemerasan 
pulp (F3) sebesar 3,66%. Hasil analisis sidik ragam 
menunjukkan bahwa perlakuan fermentasi dan lama 
fermentasi berpengaruh terhadap kadar serat kasar biji 
kakao.
Penurunan kadar serat kasar diduga disebabkan 
oleh pemecahan pektin dan komponen polisakarida 
lainnya oleh enzim yang dihasilkan mikroba pektinolitik 
selama fermentasi. Penambahan starter pada fermentasi 
kakao meningkatkan kadar serat kasar biji kakao 
kering dibandingkan biji kakao tanpa fermentasi. 
Starter fermentasi kakao yang terdiri atas bakteri A. 
aceti dan medium starter dengan komposisi berupa 
glukosa, fruktosa, sukrosa dan asam sitrat diduga dapat 
meningkatkan kandungan serat kasar pada biji kakao. 
Selain itu, kemampuan kelompok bakteri Acetobacter 
Tabel 6. Kadar serat biji kakao fermentasi
Table 6. Fiber content of fermented cacao bean
Kadar serat(%)/Fiber  content (%)
Perlakuan Fermentasi/ Lama fermentasi  (hari)/
Fermentation Treatment Fermentasi (days)
1 2 3 4 5
Fermentasi spontan/
Spontaneous fermentation 4,279 de 4,785 de 6,364 f 6,775 fg 1,751 a
Fermentasi dengan starter/
Fermentation with starter 3,940 bcd 5,678 ef 4,428 de 2,857 abc 2,522 ab
Fermentasi starter dengan pemerasan pulp/
Fermentation with starter and depulping 3,971 bcd 8,048 h 8,977 h 4,413 de 3,659 bcd
             Keterangan : angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5 % 
((((((((((((O-5&+S4(R()358-+4(1-4%,)&/-1(87(4&5-(('-//-+4(&+-()0/(4%,)%#$&)/'7(1%""-+-)/(&/(\]NW(
sp. untuk melakukan sintesis selulosa ketika tumbuh 
pada media yang mengandung glukosa25 diduga turut 
menyebabkan peningkatan kadar serat kasar pada biji 
kakao dengan penambahan starter tersebut.
Beberapa strain khamir yang dapat mensekresikan 
enzim pektinolitik yang melarutkan pulp pada fermentasi 
kakao contohnya Sacharomyces sp. dan Kluyveromyces 
sp. Kelompok Bacillus sp. turut berkontribusi dalam 
proses degradasi pektin dalam pulp26. Kelompok 
mikroorganisme tersebut diketahui merupakan 
mikroorganisme yang berperan penting dalam proses 
fermentasi kopi dan kakao disebabkan oleh kemampuan 
sekresi pektin liase dan poligalakturonase27.  
Kadar lemak
Hasil analisis lemak menunjukkan bahwa 
kandungan lemak pada biji kakao bervariasi antara 17,23-
34,90% dari berat kering biji. Kadar lemak cenderung 
meningkat hingga hari kelima fermentasi. Hasil uji 
ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan fermentasi dan 
lama fermentasi berpengaruh nyata pada kadar lemak biji 
kakao. 
Tabel 7. Kadar lemak biji kakao fermentasi
Table7. Fat content fermented cocoa bean
Kadar lemak (%)/
 Fat content (%)
Perlakuan Fermentasi/ Lama fermentasi  (hari)/
Fermentation Treatment Fermentasi (days)
1 2 3 4 5
Fermentasi spontan/ Spontaneous fermentation 19,93 d 19,86 d 20,15 d 25,49 e 28,41 f
Fermentasi dengan starter/ Fermentation with starter 17,12 c 11,95 a 18,55 cd 25,46 e 33,23 g
Fermentasi starter dengan pemerasan pulp/
Fermentation with starter and depulping 17,47 c 14,89 b 11,53 a 27,93 f 34,90 g




































































































































Pengaruh Penambahan Starter Mikroba serta Pemerasan Pulp terhadap Kondisi Fermentasi dan Mutu Biji Kakao 
(Theobroma cacao L) (S Joni Munarso et al)
Perlakuan penambahan starter pada fermentasi 
meningkatkan kandungan lemak yang terdapat pada biji 
kakao. Pada proses fermentasi yang berlangsung tanpa 
menggunakan oksigen (anaerob), diduga mikroorganisme 
yang tumbuh pada substrat fermentasi akan melakukan 
biosintesis lemak dari senyawa dengan sumber karbon 
seperti gula, protein dan polifenol melalui siklus Krebs. 
Lemak kakao diperoleh dari hasil ekstraksi pada nib/
biji kakao. Kadar lemak pada biji kakao dapat mencapai 
50% berat kering biji1,22. Penambahan isolat khamir pada 
fermentasi biji kakao mempengaruhi kadar lemak biji 
kakao. Perubahan kadar lemak dapat bervariasi sesuai 
jenis dan jumlah starter yang diinokulasikan dalam proses 
fermentasi tersebut. Kandungan lemak di dalam biji 
kakao terdeteksi sebagai asam palmitat, laurat, miristat, 
stearat, oleat, linoleat, linolenat. Selama fermentasi 
terjadi pembentukan lemak yang dilakukan oleh bakteri 
alami yang terdapat dalam pulp biji 28,29. 
KESIMPULAN
1. Fermentasi dengan penambahan starter Saccharomyces 
cerevisiae FNCC 0016, Lactobacillus plantarum 
FNCC 0625 dan Acetobacter aceti FNCC 3049 disertai 
pemerasan pulp menghasilkan biji kakao dengan mutu 
sesuai standar industri dengan lama fermentasi 5 hari.
2. Penambahan starter Saccharomyces cerevisiae 
FNCC 0016, Lactobacillus plantarum FNCC 0625, 
dan Acetobacter aceti FNCC 3049 meningkatkan 
konsentrasi etanol, yang berpengaruh terhadap 
peningkatan kadar asam organik yang terdapat pada 
biji kakao kering.
3. Penambahan starter Saccharomyces cerevisiae FNCC 
0016, Lactobacillus plantarum FNCC 0625 dan 
Acetobacter aceti FNCC 3049 disertai pemerasan 
pulp menghasilkan biji kakao dengan mutu sesuai 
standar industri yaitu  kadar abu 4,82%, kadar serat 
3,66% dan kadar lemak 34,90% dan golongan mutu A 
dengan jumlah biji 86-100/100gr.
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